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A. Jenis Penelitian 
Jenis penelitian yang digunakan adalah penelitian 
eksperimental, dimana penelitian ini dilakukan dengan cara 
memberikan perlakuan terhadap kelompok-kelompok eksperimen 
dan membandingkan hasilnya dengan satu atau lebih kelompok 
kontrol yang tidak diberi perlakuan untuk menyelidiki kemungkinan 
adanya hubungan saling sebab akibat (Jaenudin, 2011). 
 
B. Desain Penelitian 
Desain yang digunakan dalam penelitian ini ialah Rancangan 
Acak Lengkap (RAL). Desain ini digunakan karena percobaan 
dilakukan di laboratorium dan kondisi lingkungan dapat dikontrol 
dan homogen dimana terdapat kelompok perlakuan dan kelompok 
kontrol (Nazir, 2003). 
Kelompok perlakuan diberi ekstrak daun Ciplukan (pasta dan 
bubuk) dengan konsentrasi 23,4; 46,8; 93,7; 187,5; 375; 750 dan 
1500 𝜇g/ml (jumlah perlakuan) konsentrasi tersebut merupakan 
konsentasi modifikasi dari penelitian Fitria et al. (2011). Pemberian 
perlakuan dengan ekstrak dilakukan 4 kali pengulangan berdasarkan 
hasil perhitungan Federer (1977) berikut: 
(T – 1)(n – 1) ≥ 15  
(7 – 1)(n – 1) ≥ 15    
6(n – 1) ≥ 15   
6n ≥ 15 + 6  
6n ≥ 21  
n ≥ 3,5 ~ 4 
Ket: n = jumlah replikasi, T = jumlah perlakuan 
 
Kelompok kontrol terdiri dari kontrol positif dan negatif. 
Kontrol positif diberikan perlakuan dengan obat kanker 
Doxorubicin konsentrasi 0,12 dan 0,24 𝜇g/ml (Patankar et al, 2013) 
dan Kontrol negatif yang hanya berisi sel dan medium. Sel untuk 
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Tabel 3.1. Peta 96 well plate Untuk Penanaman Sel Kelompok 
Perlakuan dan Kontrol. 
 A B C D E F G H I J K L 
1 Kpp Kpp Kpp Kpp B Kpb Kpb Kpb Kpb B D1  
2 Kpp Kpp Kpp Kpp B Kpb Kpb Kpb Kpb B D1  
3 Kpp Kpp Kpp Kpp B Kpb Kpb Kpb Kpb B D1  
4 Kpp Kpp Kpp Kpp B Kpb Kpb Kpb Kpb B D1  
5 Kpp Kpp Kpp Kpp B Kpb Kpb Kpb Kpb B D2  
6 Kpp Kpp Kpp Kpp B Kpb Kpb Kpb Kpb B D2  
7 Kpp Kpp Kpp Kpp B Kpb Kpb Kpb Kpb B D2  
8 K- K- K- K- B K- K- K- K- B D2  
Keterangan: 
Kpp : Kelompok Perlakuan Ekstrak Pasta 
Kpb : Kelompok Perlakuan Bubuk Daun 
K-  : Kontrol Negatif 
D1, D2 : Doxorubicin Konsentrasi 1 dan 2 
B  : Blank, Hanya berisi medium 
 
Penelitian ini juga menggunakan kurva standar yang 
bertujuan untuk mengestimasikan kepadatan sel. Kurva standar yang 
dibuat akan menghasilkan nilai persamaan garis Y yang didapat 
digunakan untuk memperkirakan jumlah sel yang hidup setelah 
dilakukan uji (Razavi et al., 2014). Untuk mendapatkan kurva 
standar, sel ditanam dalam well plate dengan jumlah mulai dari 250, 
500, 1000, 2000, 4000, 5000 dan 8000. Peta penanaman sel untuk 
kurva standar dalam 96 well plate dapat dilihat pada Tabel 3.2 
berikut: 
Tabel 3.2. Peta 96 well plate Untuk Penanaman sel Kurva Standar. 
 A B C D E F G H I J K L 
1 8000 8000 8000 8000 8000        
2 4000 4000 4000 4000 4000        
3 2000 2000 2000 2000 2000        
4 1000 1000 1000 1000 1000        
5 500 500 500 500 500        
6 250 250 250 250 250        
7 B B B B B        
8 5000 5000 5000 5000 5000        
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C. Sampel Penelitian 
Sampel penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah Sel 
kanker ovarium (SKOV3 cell-lines) yang didapat dari Thermofisher 
GIBCO. 
 
D. Waktu dan Lokasi Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Desember 2017 hingga 
Februari 2018. Identifikasi tanaman Ciplukan dilakukan di 
Laboratorium Struktur Tumbuhan FPMIPA UPI. Pembuatan 
ekstrak, kultur sel dan pemberian perlakuan dilakukan di 
Laboratorium In Vitro dan Laboratorium Kultur Sel PT. Aretha 
Medika Utama Biomelcular and Biomedical Research Center, 
Bandung. Evaporasi sampel ekstrak dilaksanakan di Fakultas 
Kedokteran Universitas Maranatha, Bandung. 
 
E. Alat dan Bahan 
Alat dan bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini 
terdapat di Laboratorium In Vitro dan Laboratorium Kultur Sel PT. 
Aretha Medika Utama. Daftar alat dan bahan utama yang digunakan 
dapat dilihat dalam Lampiran 1. 
 
F. Prosedur Penelitian 
Prosedur penelitian yang digunakan terdiri dari tahapan-tahapan 
berikut: 
1. Koleksi Daun Ciplukan 
Tanaman Ciplukan didapat dari Dago Pakar, Bandung 
sebanyak 3 kg. Setelah tanaman diidentifikasi sebagai 
Ciplukan (Physalis angulata), tanaman dipisahkan dari organ 
batang, buah dan bunganya hingga hanya menyisakan organ 
daun. Berat bersih daun Ciplukan yang didapat adalah 1,91 kg. 
 
2. Ekstraksi Daun Ciplukan 
Daun dicuci sampai bersih dan dikeringkan dibawah 
sinar matahari sampai setengah kering. Kemudian daun 
disimpan dalam loyang dan dikeringkan dalam oven dengan 
25 
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suhu 37o C selama ±4 hari sampai benar-benar kering. Daun 
yang sudah kering dibubukkan dengan cara diblender. Didapat 
berat sampel 250 gr.  
Bubuk daun sebanyak 200 gr direndam dalam pelarut 
etanol 70%. Penggunaan pelarut etanol 70% karena dianggap 
mampu menyaring senyawa-senyawa polar sampai nonpolar 
dari dalam sel (Saifudin et al., 2011). Kemudian diinkubasi 
selama 24 jam pada suhu ruang dan diambil filtratnya. 
Perendaman dan pengambilan filtrat dilakukan berulang 
sampai filtrat terlihat bewarna agak pudar. Metode 
perendaman yang digunakan ini bernama metode ekstraksi 
maserasi.  
Maserasi merupakan metode ekstraksi yang tergolong 
tradisional. Metode yang dinilai lebih sederhana, murah dan 
mudah ini awalnya digunakan dalam pembuatan wine dan kini 
telah banyak digunakan untuk ekstraksi dalam penelitian 
tanaman obat (Azwanida, 2015). Sampel kasar yang akan 
diekstraksi direndam dengan pelarut yaitu etanol dalam wadah 
gelap atau terlindung dari cahaya selama 3-4 hari pada suhu 
ruang dan dilakukan pengadukan secara berkala (Pandey et al., 
2014). 
Prinsip dari metode ekstraksi maserasi ini ialah difusi. 
Pelarut masuk melalui dinding sel dan melarutkan zat-zat aktif, 
sehingga konsentrasi didalam sel akan tinggi dan akan terdesak 
keluar sampai konsentrasi di dalam dan di luar sel seimbang. 
Selama proses ekstraksi dilakukan pengadukan secara berkala 
untuk meningkatkan proses difusi. (Azmir et al., 2013). Hasil 
filtrat tiap kali perendaman dari maserasi dapat dilihat pada 
Tabel 3.3 berikut: 
Tabel 3.3. Hasil Filtrat Tiap Kali Perendaman. 
Perendaman ke- Solvent (ml) Filtrat (ml) 
1 1500 1200 
2 1200 1100 
3 1500 1500 
4 850 850 
5 1600 850 
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Filtrat yang dihasilkan dari metode ekstraksi maserasi 
disimpan dalam botol wadah kemudian di evaporasi dengan 
evaporator sampai mendapatkan pasta. Evaporasi ini 
merupakan proses filtrat yang diuapkan untuk mengurangi 
volume air atau pelarutnya dan dipekatkan atau dipadatkan 
produk ekstraknya dengan evaporator (Dhanani et al., 2017). 
Hasil yang didapat sebanyak 44 gr pasta dari 5500 ml filtrat. 
Maka, sebanyak 4456 ml atau kurang lebih sebanyak 81% 
volume air teruapkan. 
Sebanyak 50 gr sisa bubuk daun disaring sampai halus. 
Bubuk tersebut digunakan sebagai bubuk daun. Berat bersih 
bubuk daun yang didapat ialah 31,0728 gr. Bubuk daun dibuat 
tanpa direndam dengan pelarut karena dianggap lebih alami 
(karena tidak adanya campuran dengan senyawa lain), lebih 
murah dan lebih aman untuk dikonsumsi (Mahassni et al., 
2013).  
 
3. Preparasi Sampel Ekstrak 
Setelah proses ekstraksi, dibuat seri konsentrasi tiap 
ekstrak. Seri konsentrasi dibuat menggunakan pelarut 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) yang merupakan pelarut terbaik 
dan paling umum digunakan. DMSO ini tidak berwarna, dapat 
larut dengan air dan mampu melarutkan molekul kecil polar 
dan nonpolar (Capriotti et al., 2012). Bagi kedua jenis ekstrak 
terutama ekstrak pasta, digunakannya pelarut DMSO ini untuk 
melarutkan zat-zat aktif yang masih tersisa didalam sel. 
 DMSO 10% dibuat terlebih dahulu melalui 
pengenceran dengan mencampurkan 5ml DMSO 100% dengan 
45 ml akuades. Ekstrak daun pasta dan bubuk yang didapat 
sebelumnya ditimbang sebanyak 50 mg dan ditambahkan 1 ml 
DMSO 10% didalam tube 1,5 ml kemudian dihomogenkan 
dengan cara divortex. Didapat stock solution dengan 
konsentrasi 50.000 𝜇g/ml.  
Selanjutnya dibuat working solution konsentrasi 
tertinggi yaitu 15.000 𝜇g/ml dengan mencampurkan 300 𝜇l 
ekstrak stock solution dengan 700 𝜇l DMSO 10%. Konsentrasi 
di bawahnya didapatkan dengan mengencerkan konsentrasi 
tertinggi. 500 𝜇l working solution konsentrasi 15.000 𝜇g/ml 
27 
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diambil kemudian dipindahkan ke dalam tube lain yang sudah 
berisi 500 𝜇l DMSO 10%. Dihomogenkan (divortex) dan 
diambil kembali dari tube kedua sebanyak 500 𝜇l, dipindahkan 
ke dalam tube ketiga. Dilakukan berulang sampai konsentrasi 
terendah yaitu 230 𝜇g/ml. 
Working solution yang didapat, difilter dalam kondisi 
steril. Kemudian diencerkan kembali 10x dengan 
mencampurkan 20 𝜇l working solution ekstrak dengan 180 𝜇l 
medium kultur. Sehingga didapat final concentration yang 
akan digunakan yaitu 23,4; 46,8; 93,7; 187,5; 375; 750 dan 
1500 𝜇g/ml. Pengenceran dilakukan sebelum memberi 
perlakuan pada sel. 
Pengenceran yang dilakukan berkali-kali berkaitan 
dengan sifat lain yang dimiliki DMSO yaitu berefek toksik 
terhadap sel (Yi et al., 2017). Menggunakan konsentasi DMSO 
serendah mungkin merupakan salah satu cara untuk 
mengurangi efek toksik yang ditimbulkan tersebut. Selain itu 
agar tidak ada efek lain yang ditimbulkan selain efek perlakuan 
dari ekstrak. Maka dilakukanlah pengenceran untuk 
mendapatkan konsentrasi rendah DMSO. 
Besarnya konsentrasi DMSO yang digunakan untuk 
pelarut dalam penelitian-penelitian toksisitas bermacam-
macam. Umumnya yang digunakan antara 0,1 – 0,5% dan 
maksimal 1% (LifeTein, 2017). Diatas 1% dipastikan akan 
menimbulkan efek toksik pada sel. DMSO di berbagai 
penelitian terhadap sel SKOV3 cell-lines itu sendiri aman 
digunakan dan tidak menyebabkan toksik pada sel dalam 
konsentrasi 1% (Attar et al., 2017; Weng et al., 2015). DMSO 
1% aman bagi sel dibuktikan dengan dilakukan uji 
prapenelitian pada sel kanker ovarium (SKOV3 cell-lines) 
yang dapat dilihat pada Tabel 3.4. berikut: 








DMSO 1% 2,8577 99,20 0,8 
 
4. Kultur Sel Kanker Ovarium (SKOV3 Cell-lines) 
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SKOV3 cell-lines dikeluarkan dari tank nitrogen cair 
(-196o C) kemudian dimasukkan ke dalam waterbath dengan 
suhu 37o C hingga mencair. Dalam kondisi steril, sel yang telah 
mencair dimasukkan ke dalam tube 15 ml yang sudah berisi 4 
ml medium kultur McCoy 5A dari Thermo Fisher Scientific. 
Pada tahun 1959, medium ini menjadi salah satu persyaratan 
dalam menentukan asam amino pada budidaya sel hepatoma 
secara in vitro. Dasarnya berupa medium basal (eagle) yang 
ditambahkan dengan campuran asam amino dan vitamin dari 
medium 199. Medium ini telah banyak digunakan dalam 
mendukung pertumbuhan biakan yang berasal dari kelenjar 
adrenal, sumsum tulang belakang, paru-paru, ginjal tikus, kulit 
dan jaringan lainnya baik untuk kultur primer maupun cell-
lines (Yang et al., 2012). 
Tube 15 ml berisi sel dan medium kemudian 
disentrifugasi dengan kecepatan 1600 rpm selama 5 menit. 
Supernatan yang didapat dibuang dan pellet diresuspensikan 
dengan 1 ml medium kultur. Sel lalu dipindahkan ke dalam 
flask T25 steril yang sudah berisi 4 ml medium kultur. Setelah 
dicek pada mikroskop untuk memastikan sel hidup, sel 
diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 37o C, 5% CO2. 
 
5. Sub kultur Sel Kanker Ovarium (SKOV3 Cell-lines) 
Sel yang telah dikultur diamati hingga tingkat 
konfluen ±50% kemudian dilakukan sub kultur. Sel yang di sub 
kultur dengan konfluen ±50% terbukti menunjukkan kecepatan 
penggandaan populasi lebih tinggi dibandingkan dengan 
persentase konfluen diatasnya. Jika sel konfluen melebihi 50%, 
maka terjadi kontak antara sel ke sel yang akan mengakibatkan 
menurunnya kemampuan proliferasi sel, jumlah sel yang 
rendah, hilangnya kapasitas pembaharuan diri sampai 
meningkatnya jumlah sel yang senescent (Balint et al., 2015). 
Sel kanker ovarium (SKOV3 cell-lines) yang sudah 
konfluen ±50% dengan analisis mikroskopis, selnya terlihat 
menempel atau melekat dan rapat (namun masih memiliki 
celah antar selnya) pada permukaan flask atau wadah kultur 
sebagaimana sifat yang dimiliki sel kanker ovarium (SKOV3 
cell-lines) yaitu adheren (Sigma Aldrich, 2010). Sel kanker 
29 
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ovarium (SKOV3 cell-lines) yang konfluen 50% dapat dilihat 
pada Gambar 4.1. berikut: 
  
Gambar 3.1. SKOV3 cell-lines konfluen (perbesaran 10x) 





Setelah dipastikan sel konfluen ±50%, medium kultur 
dibuang kemudian sel dibilas dengan 1 ml PBS. Ditambahkan 
2 ml tripsin EDTA dan diinkubasi selama 5 menit untuk 
melepaskan sel dari dinding flask. Diamati dalam mikroskop 
setelahnya untuk memastikan sel-sel sudah terlepas. 
Ditambahkan 2 ml medium kultur untuk menghentikan kerja 
tripsin. Seluruhnya dipindahkan ke dalam tube 15 ml dan 
disentrifugasi 1600 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang, 
pellet diresuspensikan dengan 1 ml medium kultur. Sel 
dimasukkan ke dalam flask T25 dan T75 yang sudah berisi 
medium kultur kemudian diinkubasi 37o C 5% CO2. 
Penghitungan sel dilakukan sebelum sel dimasukkan ke 
dalam flask.  10 𝜇l sel diambil lalu diencerkan dengan 90 𝜇l 
PBS. Kemudian diambil kembali 10 𝜇l dan dihomogenkan 
dengan trypan blue pada parafilm. Sel yang sudah terwarnai 
dimasukkan ke dalam slide hemositometer (Gambar 3.1) dan 
dilakukan penghitungan jumlah sel. Menghitung jumlah sel 
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Jumlah sel = 
A+B+C+D
4
  x 10 x 







Sel yang dibutuhkan dihitung. Kurva standar 
membutuhkan 103.750 sel dan perlakuan membutuhkan 
360.000 sel sehingga dibutuhkan sel sebanyak ±470.000 sel. 
Kemudian stok sel dibuat pada tube 1,5 ml baru dihitung 
menggunakan konsep perbandingan berikut (Manik, 2009): 
Jumlah sel yang dibutuhkan
Jumlah sel yang terhitung
  x 1000 𝜇l = 
470.000
8.250.000
  x 1000 𝜇l  
          = 57 𝜇l ~ 60 𝜇l 
Berdasarkan hasil tersebut, maka sebanyak 60 𝜇l sel 
dihomogenkan dengan medium kultur hingga 1000 𝜇l. 
6. Pembuatan Kurva Standar 
Sebelum sel ditanam untuk kurva standar, dihitung 
terlebih dahulu banyaknya stok sel yang diperlukan untuk 
menanam sebanyak sel dibutuhkan dihitung menggunakan 
konsep perbandingan berikut (Manik, 2009):  
Sel (𝜇l) = 
Jumlah sel yang dibutuhkan
Jumlah sel seluruhnya
  x 1000 𝜇l x 5 pengulangan 
Salah satu contohnya untuk menanam 8000 sel: 
800 sel = 
8000
470.000
 x 1000 x 5 = 85 𝜇l. 
Maka dari stok sel diambil sebanyak 85 𝜇l untuk menanam 
8000 sel dengan 5 kali pengulangan.  
Selanjutnya sel ditanam sesuai jumlah yang dibutuhkan 
yaitu 250, 500, 1000, 2000, 4000, 5000 dan 8000 kesetiap well. 
Medium kultur ditambahkan sampai 200 𝜇l. Diinkubasi selama 
24 jam dengan suhu 37o C, 5% CO2. Kemudian plate kurva 
standar ditambahkan 20 𝜇l larutan MTS dan diinkubasi selama 
A B 
C D 
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3 jam. Nilai absorbansinya diukur dengan spektrofotometer 
Thermofisher Multiskan Go panjang gelombang 490 nm. 
 
7. Pemberian Perlakuan 
Sama seperti pembuatan kurva standar, dilakukan 
penghitungan terlebih dahulu. Pada well plate perlakuan, sel 
ditanam sebanyak 5000 sel/well dan dilakukan sebanyak 4 kali 
pengulangan tiap konsentrasi. 
5000 sel = 
5000
470.000
 x 1000 x 4 pengulangan = 42 𝜇l  
Jadi, sebanyak 42 𝜇l sel diambil dari stok untuk menanam sel 
dengan perlakuan satu konsentrasi ekstrak. Selanjutnya sel 
ditanam pada tiap well kelompok perlakuan dan kelompok 
kontrol. Kemudian ditambahkan medium kultur sampai 200 𝜇l. 
Diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37o C, 5% CO2.  
Setelah diinkubasi, setiap well diberi perlakuan dengan 
ekstrak pasta dan bubuk dari tiap konsentrasi dan diberi 
perlakuan dengan Doxorubicin konsentrasi 0,12 dan 0,24 
𝜇g/ml sebagai kontrol positif. Plate diinkubasi kembali selama 






8. Uji Viabilitas SKOV3 Cell-lines 
Masing-masing well kelompok perlakuan dan 
kelompok kontrol ditambahkan dengan larutan uji viabilitas sel 
yaitu senyawa MTS sebanyak 20 𝜇l. Plate diinkubasi kembali 
selama 3 jam, kemudian diukur nilai absorbansinya dengan 
spektrofotometer Thermo fisher Multiskan Go panjang 
gelombang 490 nm. 
 
9. Analisis Data 
Data-data yang didapat tersebut dianalisis 
menggunakan aplikasi Microsoft Excel dan SPSS 16 for 
windows. Setelah didapat nilai absorbansi dari kurva standar, 
dihitung nilai absorbansi koreksi dari nilai absorbansi yang 
32 
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didapat. Kemudian kurva serta nilai persamaan garis Y (Y = 
aX + b) dibuat, dimana Y= nilai absorbansi koreksi dan X= 
jumlah sel, selain itu juga akan didapat nilai regresi. 
Absorbansi koreksi dihitung dengan menggunakan rumus 
berikut (Rossi et al., 2014):  
Absorbansi Koreksi = Absorbansi – Blank 
Pengukuran spektrofotometer kelompok perlakuan juga 
didapatkan nilai absorbansi. Nilai absorbansi koreksi dihitung 
dengan rumus seperti pada kurva standar. Kemudian jumlah sel 
yang masih hidup, viabilitas sel dan inhibisi selnya dihitung 
dengan rumus berikut (Rossi et al., 2014): 




b. Viabilitas sel = 
Absorbansi Koreksi
Rata−rata absorbansi kontrol negatif
  x 100% 
c. Inhibisi sel = 100 – viabilitas sel 
Rata-rata dari nilai inhibisi sel digunakan untuk 
selanjutnya dilakukan uji normalitas pada SPSS 16 for 
windows. Kemudian di uji homogenitas dengan one way 
ANOVA untuk melihat signifikansi dari tiap perlakuan. 
Selanjutnya dilakukan lanjutan yaitu uji Post Hoc Tukey untuk 
melihat adanya perbedaan rata-rata hasil setelah diberi 
perlakuan dan dilakukan uji T paired untuk melihat 
perbandingan perlakuan antara ekstrak pasta dengan bubuk 
daun. Terakhir dilakukan uji probit untuk mendapatkan nilai 
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G. Alur Penelitian 
Tahap-tahap yang digunakan pada penelitian ini dapat dilihat pada 
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Gambar 3.3. Alur Penelitian 
